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1. Einleitung

Botulinum-Neurotoxine (BoNTs) sind mit einer letalen
Dosis (LD50) von ca. 1 ng pro kg K rpergewicht die st#rksten
bekannten Giftstoffe.[1] Man unterscheidet sieben serologisch
verschiedene BoNTs (A–G). BoNT/A, der potenteste Sero-
typ, ist 106-mal toxischer als das Gift der Kobra und 1011-mal
toxischer als Cyanid.[2] Botulinum-Neurotoxine verursachen
die potentiell t dliche Erkrankung Botulismus und werden
4blicherweise mit Lebensmittelkontaminationen, Wundin-
fektionen und kolonisierenden Infektionen bei S#uglingen in
Verbindung gebracht. Ein charakteristisches Symptom bei
Vergiftungen mit BoNT ist schlaffe L#hmung. Ursache ist
eine proteolytische Spaltung spezifischer SNARE-Proteine
(SNARE = soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor at-
tachment protein receptor), die f4r die Aussch4ttung des
Neurotransmitters Acetylcholin durch Neuronen wichtig
sind. Der Tod tritt durch fortgeschrittene Intoxikation des
Kreislaufsystems und letztlich Ateml#hmung oder Herzstill-
stand ein. Die t dlicheWirkung des Toxins beruht daher nicht
auf dem direkten Zelltod der betroffenen Zelle, sondern auf
sekund#ren Ereignissen, die von der toxininduzierten Inhi-
bierung der Acetylcholinaussch4ttung im synaptischen Spalt
abh#ngen.

Die erste klinische Dokumentation von Botulismus findet
sich in den Arbeiten von Justinus Kerner, einem deutschen
Arzt und Dichter,[3,4] der f4r BoNT den Begriff „Wurstgift“
pr#gte, da Lebensmittelvergiftungen zu jener Zeit oft mit
Leber- und Blutwurst in Verbindung gebracht wurden
(„botulus“ ist das lateinische Wort f4r Wurst). Kerners erste
Studien deckten sich mit Befunden von Johann Georg
Steinbuch, der wie Kerner als Amtsarzt arbeitete. Auf Emp-
fehlung des angesehenen Medizinprofessors Johann Auten-
rieth begannen Kerner und Steinbuch, auftretende F#lle von
Lebensmittelvergiftungen systematisch zu dokumentieren.
Die Ergebnisse wurden in der von Autenrieth herausgege-

benen Zeitschrift T�binger Bl�tter f�r
Naturwissenschaften und Arzneykunde
ver ffentlicht.[5,6] Es war dann Kerner,
der in Tier- und auch Selbstversuchen
die Studien weiter vorantrieb und der
tats#chlich einige therapeutische An-

wendungen f4r BoNT postulierte.[4] Seine Arbeiten brachten
ihm den Namen „Wurst-Kerner“ ein. Das Botulismus verur-
sachende Bakterium, Clostridium botulinum, wurde aber erst
1897 von dem Mikrobiologen Emile Van Ermengem identi-
fiziert. Dieser isolierte die Bakterien aus einem Schinken, an
dessen Verzehr drei belgische Musiker gestorben waren.[7]

Die extrem starke und spezifische Wirkung der BoNTs
macht das Toxin zu einem sehr potenten Therapeutikum,[8,9]

das gegen vielf#ltige St rungen eingesetzt werden kann, z.B.
gegen neuromuskul#re Erkrankungen (Strabismus, Bleph-
arospasmen und hemifaziale Spasmen), Hyperhidrose, myo-
fasziale Schmerzen, Migr#nekopfschmerz und Multiple
Sklerose. Die wohl popul#rste Anwendung findet sich im
kosmetischen Bereich mit dem kommerziellen Produkt
Botox (das auf BoNT/A basiert), dem eine Antifaltenwirkung
zugesprochen wird.

Von BoNTs geht ein ernstzunehmendes Gefahrenpoten-
zial durch eine m gliche Verwendung als biologische Waffe
aus, zumal die Substanzen verh#ltnism#ßig einfach zu be-
schaffen sind.[10,11] Das US-Zentrum f4r Seuchenkontrolle
(CDC, Centers for Disease Control and Prevention) klassi-
fiziert die BoNTs daher als Substanzen der Kategorie A.
Bereits im ZweitenWeltkrieg wurden BoNTs sowohl von den
Alliierten als auch den Achsenm#chten auf eine m gliche
Verwendung als Biowaffe hin gepr4ft. Von Seiten des iraki-
schen Milit#rs wurde einger#umt, dass im Golfkrieg speziell
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konstruierte Scud-Raketen zum Einsatz kamen, die mit
BoNTs pr#pariert waren. Auch im Kampf gegen den Terror
w#chst die Sorge vor terroristischen Anschl#gen mit BoNTs.
Vor diesem Hintergrund wurden große Anstrengungen un-
ternommen, um die Wirkungsweise von BoNTs im Detail
aufzuschl4sseln undWirk- und Impfstoffe zur Pr#vention und
Behandlung von Botulismus zu entwickeln.

Das bislang meiste Interesse bezieht sich auf BoNT/Aund
BoNT/B, sodass wir auch unsere Diskussion auf diese beiden
Serotypen beschr#nken wollen und dabei einen Schwerpunkt
auf BoNT/A legen.

2. Molekulare Wirkungsweise von BoNTs und
Mechanismus der Neurotransmitteraussch�ttung

Botulinum-Neurotoxine sind Proteine mit einer moleku-
laren Masse von ca. 150 kDa, die als einzelne inaktive Poly-
peptidketten synthetisiert und durch intra- oder extrazellu-
l#re Proteolyse aktiviert werden.[12] Die aktive Form des
Toxins ist ein durch eine Disulfidbr4cke verkn4pftes Dimer,
bestehend aus einer schweren Kette (HC) von 100 kDa und
einer Metalloprotease (leichte Kette, LC) von 50 kDa. Die
BoNT-Serotypen sind hochgradig homolog, unterscheiden
sich aber in ihrer Toxizit#t und ihrem Wirkort. Wie in Ab-
bildung 1 gezeigt ist, verl#uft eine BoNT-Intoxikation in
einem mehrstufigen Prozess, an dem jede einzelne funktio-
nelle Dom#ne des Toxins beteiligt ist. Prinzipiell kann der
Verlauf durch vier Phasen beschrieben werden: 1) neuro-
spezifische Bindung an die motorische Endplatte, 2) Inter-
nalisierung durch Endozytose, 3) Translokation und Aus-

sch4ttung der leichten Kette ins Zytosol und 4) Spaltung der
SNARE-Proteine und Verhinderung der Vesikelfusion und
Acetylcholinaussch4ttung.[13,14]

2.1. Zellbindung und Internalisierung

Botulinum-Neurotoxine binden mit ihrer HC-Dom#ne an
cholinerge Nervenenden und werden anschließend durch re-
zeptorvermittelte Endozytose nach einem Doppelrezeptor-
mechanismus internalisiert.[15] Der erste Schritt in diesem
Prozess ist die Anlagerung des Toxins an die Zellmembran
und das Gangliosid unter Bildung eines niederaffinen Kom-
plexes. Im zweiten Schritt erfolgt die laterale Migration des
Komplexes zu einer hochaffinen Proteinbindestelle, wodurch
die Endozytose eingeleitet wird. Die Bedeutung der Gan-
gliosidbindung wurde in vitro und in vivo nachgewiesen: In-
kubation von BoNT/A mit einem Kberschuss an Gangliosi-
den f4hrte zur Detoxifikation des BoNT/A.[16] Dar4ber
hinaus waren gangliosidfreie Knockout-M#use weniger
empfindlich gegen BoNT/A und /B,[17] und es konnte gezeigt
werden, dass die Bindestelle f4r BoNT/B und BoNT/G aus
nur einem Proteinrezeptor und einem einzelnen Gangliosid
besteht.[18] Das Zweirezeptormodell wird außerdem durch
aktuelle strukturbiologische Untersuchungen best#tigt,[19] in
denen die Wechselwirkung von BoNT/B mit Synaptogamin
und dem Gangliosid GT1b im Detail aufgekl#rt wurde.

Im Allgemeinen wird angenommen, dass der Prozess der
rezeptorvermittelten Endozytose von BoNT analog wie die
zellul#re Internalisierung anderer Liganden verl#uft.[14] Al-
lerdings wurde darauf verwiesen, dass eine R4ckf4hrungs-
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phase innerhalb des Vesikelrezyklierungsmechanismus
ebenfalls ein plausibler Eintrittsweg sein k nnte.[20] Hinter-
grund ist die Tatsache, dass exozytierende Nerven einen ef-
fektiven und gut entwickelten Mechanismus zur Membran-
r4ckgewinnung besitzen.[21] Im Fall von BoNT wurde gefun-
den, dass die Endozytose durch Rezyklierung sekretorischer
Vesikel vermittelt wird. Aktuelle Erkenntnisse deuten darauf
hin, dass BoNT/A und /B in #hnlicher Weise an synaptische

Protein-Vesikel-Komplexe binden und Wech-
selwirkungen zu Komplexen wie SV2, Syna-
ptotagmin I, Synaptophysin und VAMP2 sowie
zu vakuol#ren Protonenpumpen ausbilden.[22]

Synaptotagmin II, ein Proteinrezeptor f4r
BoNT/B, weist eine in das Vesikellumen ex-
ponierte Dom#ne auf, was auf eine m gliche
Beteiligung von Vesikeln am Eintrittsmecha-
nismus schließen l#sst. Eine Exozytose k nnte
Synaptotagmin f4r kurze Zeit außerhalb der
Nervenzelle bef rdern, w#hrenddessen BoNT
an einen oder mehrere Rezeptoren bindet,
sodass w#hrend der Rezyklierungsphase das
Synaptotagmin zusammen mit dem Toxin in-
ternalisiert w4rde. Um diese Theorie zu un-
termauern, wurden markierte Derivate von
Synaptotagmin-Antik rpern verwendet, um
die Membranr4ckgewinnung und die Neubil-
dung intraneuronaler Vesikel zu verfolgen.[23]

In einem anderen Ansatz wurde k4rzlich das
synaptische Vesikelprotein SV2 anhand struk-
turbiologischer Untersuchungen als m glicher
Rezeptor f4r BoNT/A vorgeschlagen, was eine
allgemeine Beteiligung der Vesikelrezyklie-
rung am Zelleintritt der Botulinum-Neuroto-
xine vermuten l#sst.[24,25]

2.2. Translokation

Da sich die Substrate der BoNTs im Zy-
tosol der Zelle befinden, muss die LC-Protease
zun#chst das Endosom verlassen, bevor eine
Spaltung der SNARE-Proteine m glich ist. Es
wurde vorgeschlagen, dass BoNTs innerhalb
dieser acidischen Kompartimente eine pH-ab-
h#ngige strukturelle Umordnung durchlau-
fen[26] und so f4r den Eintritt ins Zytosol vor-
bereitet werden. Der Prozess tritt auch in be-
stimmten Bakterien auf. Allgemein geht man
davon aus, dass die Translokation durch die
Exposition vergrabener endosomaler Dom#-
nen bei sinkendem pH-Wert angetrieben
wird.[14] Die auf diese Weise exponierten Do-
m#nen erm glichen eine Durchdringung der
Lipiddoppelschicht und f4hren somit zur
Translokation der leichten Kette (LC) ins Zy-
tosol. Der Mechanismus wurde durch die Be-
handlung motorischer Endplatten mit der nie-
dermolekularen Verbindung Chloroquin un-
tersucht, die effektiv und spezifisch den en-

dosomalen pH-Wert erh ht.[27] Dieser Ansatz zur Hemmung
der Toxinentlassung aus dem Endosom ist die erste nicht-
peptidische Methode f4r einen BoNT-Antagonismus.

Die Vorstellung, dass BoNTs in einem pH-induzierten
Translokationsprozess internalisiert werden, ist inzwischen
allgemein akzeptiert, wenngleich der genaue Mechanismus
der Membrandurchdringung ungekl#rt geblieben ist. Um den
Prozess genauer zu erforschen, wurden die Widerstands-

Abbildung 1. Wirkungsweise der Botulinum-Neurotoxine. I) Normale Neurotransmitter-
ausschBttung. II) Die einzelnen Phasen der BoNT-Intoxikation: A) Bindung des Neuro-
toxins an zellulCre OberflCchenrezeptoren; B) Endozytose in eine intrazellulCre Vesikel;
C) durch die HC-DomCne vermittelte Translokation der LC-DomCne ins Zytosol; D) pro-
teolytische Spaltung spezifischer SNARE-Proteine. BoNT/B, /D, /F und /G spalten
Synaptobrevin, BoNT/A, /C und /E spalten SNAP25, BoNT/C spaltet außerdem Synta-
xin.
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#nderungen k4nstlicher Membranen in Abh#ngigkeit von der
Toxinlokalisation bestimmt.[28] Eine Annahme war, dass die
schwere Kette sowohl als Kanal als auch als Chaperon fun-
gieren kann, und es wurde nachgewiesen, dass BoNT/A und
/E unter Bedingungen, wie man sie #hnlich in vivo vermutet,
Ionenkan#le in Phospholipid-Doppelschichten und PC12-
Zellmembranen bilden.[29] Eine Leitf#higkeitsuntersuchung
an Einzelmolek4len zur Kl#rung der BoNT-Dynamik wies
getrennte Zwischenstufen der Translokation nach, die durch
drei Hauptzust#nde charakterisiert sind:[30] 1) ein geschlos-
sener Zustand, in dem der BoNT-Kanal geschlossen ist; 2) ein
verdeckter Zustand, in dem die teilgefaltete LC-Dom#ne
innerhalb des Kanals eingeschlossen ist; 3) ein unverdeckter
Zustand, der von einer Entlassung der leichten Kette be-
gleitet ist. F4r BoNT/E konnte nachgewiesen werden, dass,
anders als bei BoNT/A, eine trypsinaktivierte proteolytische
Abspaltung der LC-Dom#ne vomHC-Chaperon w#hrend des
verdeckten Zustands zwingend notwendig f4r die Transloka-
tion ist.[30] Mit #hnlichen Techniken wurde die Rolle der Di-
sulfidbr4cke zur Aufrechterhaltung der Strukturintegrit#t
w#hrend der Translokation bewiesen. Hier zeigte sich, dass
eine vorzeitige Reduktion der Disulfidbr4cke oder der Aus-
tausch des Disulfids durch eine Amidbindung die Translo-
kation negativ beeintr#chtigt.[31] Es folgt daraus, dass die
Abspaltung von der HC-Dom#ne erst nach der vollst#ndigen
Translokation der LC erfolgt.

2.3. Katalyse durch die leichte Kette und Spaltung von SNARE-
Proteinen

SNARE-Proteine sind Schl4sselkomponenten bei der
Fusion synaptischer Vesikel mit der Plasmamembran. Die
Spaltung von SNARE-Proteinen durch BoNT hemmt die
Aussch4ttung von Acetylcholin an der motorischen End-
platte, was zu einemVerlust der Neurotransmission f4hrt.[13,14]

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Spaltung einzelner
SNARE-Proteine nicht die Bildung des SNARE-Komplexes
verhindert, sondern zu einem nichtfunktionalen Komplex
f4hrt, in dem die Kopplung zwischen dem Ca2+-Zustrom und
der Fusion unterbrochen ist.[32] Ca2+ spielt im Prozess der
BoNT-abh#ngigen Hemmung der Neurotransmitteraus-
sch4ttung eine fundamentale Rolle. So wurde gezeigt, dass
eine Erh hung der Ca2+-Konzentration an der Synapse teil-
weise zu einer Umkehr der BoNT/A-Wirkung f4hrt.[33]

Die leichten Ketten der BoNTs sind zinkabh#ngige Me-
talloproteasen, die innerhalb eines hoch konservierten, 20
Aminos#uren langen Segments das verbreitete Zinkbinde-
motiv His-Glu-Xaa-Xaa-His enthalten.[34] Jeder BoNT-Sero-
typ spaltet eins der drei SNARE-Proteine [Synaptobrevin
(vesikelassoziiertes Membranprotein, VAMP), SNAP25 (sy-
naptosomales Protein mit 25 kDa) und Syntaxin], die unent-
behrlich f4r Vesikelfusion und Acetylcholinaussch4ttung
sind. VAMP fungiert als Substrat f4r BoNT/B, /D, /F und /G,
und SNAP25 fungiert als Substrat f4r BoNT/A und /E. Der
Serotyp C spaltet sowohl SNAP25 als auch Syntaxin.

Die Dom#nenerkennung durch die BoNT/A-LC (LC/A)
und die anschließende Spaltung von SNAP25 sind in den
letzten Jahren intensiv erforscht worden. Wie in Abbildung 2

dargestellt ist, verl#uft dieser mehrstufige Prozess 4ber eine
Reihe von Bindungsereignissen zwischen der LC-Dom#ne
und SNAP25.[35–37] Diese Interaktionen bewirken sowohl eine
exakte Anordnung der Substrate im aktiven Zentrum als auch
Konformations#nderungen, die letztlich zur Spaltung von
SNAP25 f4hren. Der mehrstufige Mechanismus der LC/E-
Erkennung konnte auf #hnliche Weise k4rzlich ebenfalls
aufgekl#rt werden.[36] Als Endresultat dieser Untersuchungen
hat man nun ein klares Bild von der Art und Weise, wie LC-
Dom#nen von BoNTs SNARE-Proteine spezifisch erkennen
und spalten, sodass auf lange Sicht die erfolgreiche Ent-
wicklung potenter LC-Inhibitoren zu erwarten ist.

3. Inhibition der BoNT-Intoxikation

Zahlreiche akademische und industrielle Forschungspro-
jekte weltweit sind mit der Suche nach neuen Ans#tzen zur
Pr#vention oder Behandlung von Botulismus befasst. Zwei
Arten von Schutzmaßnahmen zur Bek#mpfung von BoNT-
Intoxikationen sind zurzeit akzeptiert: Pr#expositionspro-
phylaxe durch Impfstoffe oder postexpositorische Gegen-
maßnahmen durch BoNT-Antik rper enthaltende Seren.

Auf der Grundlage von R ntgenstrukturdaten der Botu-
linum-Neurotoxine wurden beim rationalen Design peptid-
basierter Substratmimetika und niedermolekularer Inhibito-
ren der LC-Dom#ne betr#chtliche Erfolge erzielt. Beide
Ans#tze zielen auf eine inhibitorische Regulation der durch
BoNT-Exposition hervorgerufenen Effekte ab. Drei Stufen
im molekularen Mechanismus der Zellintoxikation wurden
als m gliche therapeutische Targets identifiziert: 1) die Bin-
dung des Toxins an zellul#re Oberfl#chenrezeptoren, 2) die
Translokation der LC-Dom#ne ins Zytosol und 3) die kata-
lytische Spaltung eines der drei SNARE-Proteine. Die er-
haltenen Ergebnisse werden im Folgenden diskutiert.

3.1. Antagonisten der Toxin-Rezeptor-Bindung
3.1.1. Aktive Impfstoffe

Derzeit vertreiben das US-amerikanische CDC und das
US-Verteidigungsministerium einen pentavalenten (ABC-
DE) Botulinumtoxoid-Impfstoff als pr#ventive Maßnahme
gegen Botulismus. Obwohl Park Davis & Co. bereits in den
50er Jahren mit der Entwicklung, Herstellung und klinischen
Testung dieses Impfstoffs begonnen hatten,[38] wird er von
Seiten des CDC nach wie vor als experimenteller Wirkstoff
(Investigational New Drug, ING) klassifiziert. Er enth#lt auf
Aluminiumphosphat adsorbierte, mit Formalin inaktivierte
Botulinum-Toxine (Serotypen A, B, C, D und E), denen
Thimerosal und Formaldehyd als Konservierungsstoffe zu-
gesetzt sind. Die Immunisierung verlangt eine tiefe subkutane
Injektion von 0.5 mL des Impfstoffs, auf die drei weitere In-
jektionen nach 2, 12 und 24 Wochen sowie j#hrliche Auffri-
schungen ab dem zw lften Monat folgen. Nach Abschluss der
ersten Impfserie sowie der ersten Auffrischung nach einem
Jahr wiesen praktisch alle Probanden f4r mindestens 360 Tage
erhebliche Mengen an Antitoxin mit zum Schutz hinrei-
chenden Antik rpertitern auf.[39–41]
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Trotzdem dieses pentavalente Toxoid seit rund 50 Jahren
zur Immunisierung tausender Menschen eingesetzt worden
ist, gibt es eine ganze Reihe von Problemen hinsichtlich seiner
Verf4gbarkeit und Herstellung. So ist der Impfstoff nicht der
Pffentlichkeit zug#nglich und wird ausschließlich exposi-
tionsgef#hrdetem Milit#rpersonal und Forschungsmitarbei-
tern mit direktem Toxinumgang verabreicht. Die Impfstoff-
produktion ist wegen des hohen Kostenaufwands und der
Notwendigkeit staatlich regulierter Anlagen ausgesprochen
schwierig. Die strengen Sicherheitsvorkehrungen sind ver-
st#ndlich in Anbetracht der generellen Risiken, die mit der
Kultivierung t dlicher sporenbildender Bakterien wie Clo-
stridium botulinum und der Handhabung großer Mengen des
extrem gef#hrlichen Toxins verbunden sind. Um diese
Nachteile zu umgehen, wurde in einer neueren Studie die
m gliche Verwendung einer nichtkatalytischen rekombinan-
ten Form des Toxins als Impfstoffkandidat gepr4ft.[42] Zwei
einzelne Punktmutationen innerhalb der LC-Dom#ne inak-
tivierten BoNT/A und verhinderten die Spaltung des Ziel-
proteins. Am wichtigsten war aber der Befund, dass das mu-
tierte Toxin (BoNT/ARYM) die f4r die Wirksamkeit eines
Impfstoffs notwendige Immunogenit#t beibehielt. M#use, die
mit 1.0 mg BoNT/ARYM in einem Aluminiumhydroxidadju-
vans immunisiert worden waren, 4berlebten anschließende
Expositionen mit der 10000-fachen LD50 von BoNT/A. Diese

neuen Ergebnisse lassen vermuten, dass rekombinante, ka-
talytisch inaktive Botulinumtoxine in Zukunft als brauchbare
Impfstoffe dienen k nnten.

Die meisten der aktuellen Forschungsprojekte konzen-
trieren sich auf die Entwicklung eines breiter zug#nglichen,
billigeren und insgesamt sichereren Botulismus-Impfstoffs.
Ende der 80er Jahre wurde in Studien mit rekombinanten
Fragmenten des Tetanustoxins nachgewiesen, dass die ca.
50 kDa schwere, C-terminale Rezeptorbindedom#ne des
Toxins ein gutes Immunogen ist, das in M#usen die Produk-
tion neutralisierender Antik rper induzierte.[43] Da Tetanus-
und Botulinumtoxine einen hohen Grad an Sequenz- und
Strukturhomologie aufweisen,[43–47] wurde eine #hnliche
Strategie zur Entwicklungen der n#chsten Impfstoffgenera-
tion gegen Botulismus verfolgt.

Große nichttoxische synthetische Gene, die f4r die Re-
zeptorbindedom#ne von BoNT/A (BoNT/A-HC) codieren,
wurden sowohl in Escherichia coli[48, 49] als auch in Pichia
pastoris[50,51] exprimiert und im Tierexperiment auf ihre Wir-
kung gegen Botulismus untersucht. Erste Studien von Mid-
dlebrook und Mitarbeitern belegten, dass zwei Impfungen
mit einem Rohextrakt von BoNT/A-HC in M#usen einen
partiellen Schutz bei Expositionen mit dem bis zu 1200-
fachen der LD50 von BoNT/A boten.[48] In einer nachfolgen-
den Studie testeten Smith und Mitarbeiter die Wirksamkeit

Abbildung 2. Mehrstufiger Prozess der Erkennung und Spaltung von SNAP25 durch LC/A: A,B) MembranstCndige Wechselwirkungen zwischen
den Belt-Regionen der LC-DomCne und der B-Region von SNAP25; dieses Bindungsereignis ordnet P5 (Asp

193) so an, dass eine SalzbrBcke mit P5

(Arg177) gebildet wird. C) Ausrichtung der C-terminalen Kette zur Ausbildung der P4’-S4’-Wechselwirkung (Lys201 mit Asp257). D) Verbreiterung des
aktiven Zentrums (AS), wodurch eine hydrophobe Wechselwirkung zwischen P3 und S3 vermittelt wird, die P1’ (Arg

198) in ausreichende rCumliche
NChe fBr die elektrostatische Bindung mit S1’ (Asp

370) bringt. E) Anordnung der Regionen P1’ und P3 im aktiven Zn2+-Motiv. F) Substratspaltung.
G) Nach der Spaltung und Entlassung des C-terminalen Produkts kehrt das aktive Zentrum in seine ursprBngliche Konformation zurBck. Wieder-
gabe mit Genehmigung der ASBMB.[37]
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von in Hefe produzierten, auf 95% Homogenit#t aufgerei-
nigten BoNT/A-HC-Proteinen.[51] Der ED50-Wert dieser
Fragmente wurde zu ca. 0.1 mg proMaus bestimmt. (Der ED50

ist die Dosis, bei der bei 50% der Testtiere der gew4nschte
Effekt auftritt.) Die Tiere erhielten 1–3 Injektionen mit
Dosen von 0.01 mg bis 2.0 mg und wurden 21 Tage nach der
letzten Injektion der 100000-fachen intraperitonealen LD50

von BoNT/A ausgesetzt. Insgesamt 4berlebten 98% der ge-
impften M#use mit einem Antik rpertiter von � 1600. Von
den Tieren mit einem Serumtiter von � 100 4berlebten nur
14%, womit eine Korrelation zwischen der Kberlebensrate
und den Antik rpertitern im Serum nachgewiesen war.[51]

Aufbauend auf diesen Befunden sind auch die HC-Fragmente
der Serotypen A–F untersucht worden.[41,52–57]

Die potenzielle Leistungsf#higkeit rekombinanter Impf-
stoffe wurde k4rzlich am Primatenmodell mit aerosolischer
Exposition best#tigt.[58] Das Modell ist von außerordentlicher
Relevanz, da eine Verteilung des Toxins 4ber die Luft als die
wahrscheinlichste Form eines bioterroristischen Anschlags
eingesch#tzt wird. Im Experiment wurde nachgewiesen, dass
die Impfung von Rhesusaffen mit rekombinantem BoNT/B-
HC gegen aerosolische Exposition mit der 50-fachen Rhe-
susaffen-LCT50 von BoNT/B sch4tzt. Zudem konnten noch
nach bis zu 2 Jahren messbare Titer in immunisierten Tieren
festgestellt werden.

Drei weitere Strategien, die ebenfalls an der HC ansetzen,
wurden verfolgt: 1) Impfstoffe auf Basis des Replikonvek-
torsystem des VEE-Virus (Erreger der Venezuelanischen
Pferdeenzephalitis),[59] 2) Impfstoffe auf DNA-Basis[60] und
3) Impfstoffe auf Basis von Adenoviren.[61] Im ersten Fall
wurde die BoNT/A-HC-Dom#ne des Neurotoxins in einem
VRP-Impfstoff (VRP = VEE-Replikonpartikel) verwendet,
das die Expression der BoNT/A-HC-Dom#ne in vivo er-
m glicht und damit eine Immunantwort gegen das Protein
ausl st.[62] Nach subkutaner Inokulation mit dem Impfstoff
waren M#use gegen Exposition mit der 100000-fachen in-
traperitonealen LD50 von BoNT/A gesch4tzt. Hinsichtlich der
zweiten Strategie untersuchten mehrere Forschergruppen
Impfstoffe auf Basis einer Plasmid-DNA, die f4r ein Fusi-
onsprotein codiert, das aus der BoNT-HC-Dom#ne und einer
Igk-Signalsequenz besteht.[63,64] Ebenfalls untersucht wurden
f4r die BoNT/A-HC-Dom#ne codierende DNA-Vehikel, f4r
die eine MHC-I- oder MCH-II-Prozessierung vorhergesagt
wurde.[65] Die dritte Strategie zielt auf die Entwicklung eines
rekombinanten adenoviralen Impfstoffs auf Basis der BoNT/
C-HC.[61] Eine einzelne Dosis des Impfstoffs war in der Lage,
eine robuste, lang anhaltende Immunantwort gegen BoNT/C
auszul sen. Insgesamt waren alle drei Arten von Impfstoffen
im Tiermodell wirksam und k nnen daher als aussichtsreiche
Kandidaten f4r einen BoNT-Impfstoff betrachtet werden.

3.1.2. Passive Impfstoffe

Die passive Verabreichung von Antik rpern zur Abwehr
biologischer Substanzen wurde als potenzielle Therapie
gegen Pathogene wie Anthrax, BoNT, Pest und Pocken er-
forscht.[66] Die gegenw#rtige Hauptbehandlungsmethode bei
humanem adultem Botulismus ist die Verabreichung equiner
Antitoxine (polyklonale Antik rper) in Verbindung mit un-

terst4tzender Therapie. Das CDC vertreibt zwei equine An-
titoxine zur Behandlung von BoNT/A, /B und /E. Im Allge-
meinen sind die Antitoxine am wirksamsten, wenn sie in-
nerhalb der ersten 24 Stunden nach Beginn der Erkrankung
verabreicht werden.[67] Ungl4cklicherweise kann das equine
Serum Nebenwirkungen wie Serumkrankheit und Anaphy-
laxie hervorrufen und zu Kberempfindlichkeitsreaktionen
f4hren.[68]

S#uglingsbotulismus wird mit einer passiven Antik rper-
therapie mit Derivaten humaner Immunglobuline behan-
delt.[69] Das humane intraven se Immunglobulin (BIG-IV)
wird vom CDC zur Behandlung von Botulismus der Typen A
und B vertrieben. Es wurde gezeigt, dass BIG-IV bei umge-
hender Anwendung sicher und effektiv die Schwere der Er-
krankung lindert.[69] Ein Problem der Methode ist die be-
grenzte Verf4gbarkeit humaner Immunglobulinderivate von
immunisierten Spendern.

Polyklonale Antiseren enthalten hunderte bis tausende
verschiedener Antik rper, die an vielf#ltige Epitope binden.
Immunisiert man Menschen oder Tiere mit ungiftigen
Formen eines bestimmten Antigens, so kann anschließend ein
polyklonales Antiserum gegen das betreffende Immunogen
isoliert werden. Allerdings ist die Gewinnung polyklonaler
Antik rper mit einigen Nachteilen verbunden (z.B. eine je
nach Charge schwankende Qualit#t,[70] die begrenzte Ver-
sorgungslage[71] oder die m gliche Kbertragung ansteckender
Infektionskrankheiten[72]). Monoklonale Antik rper (mAbs)
k nnen dagegen mit hoher Qualit#t in großen Mengen pro-
duziert werden und weisen keinerlei Infektionsrisiko auf.
Dar4ber hinaus ist es m glich, nichthumane mAbs in eine
humanisierte, weniger immunogene Form umzuwandeln,
deren Sequenz zu ca. 90% von humanen Immunglobulinen
abgeleitet ist.[73]

Monoklonale Antik rper gegen BoNT k nnten sich als
ein wertvolles therapeutischesMittel f4r die Bek#mpfung von
Botulinum-Intoxikationen herausstellen.[74] Neutralisierende
mABs sind besonders wirksam, wenn sie als Pr#expositions-
prophylaktikum verabreicht werden, um die Bindung des
Toxins an Zellrezeptoren und somit dessen Aufnahme in
Neuronen zu verhindern. Bei postexpositorischer Gabe
d4rften sie deutlich weniger wirksam sein, vor allem wegen
des schmalen Verabreichungszeitfensters. Thnlich wie die
Antitoxine k nnen neutralisierende Antik rper nur frei zir-
kulierende BoNTs abfangen und werden nutzlos, sobald das
Toxin vollst#ndig endozytiert ist.[67] Zwei Techniken zur Iso-
lierung monoklonaler Antik rper gegen einige der BoNT-
Serotypen wurden bisher verwendet: 1) die Immunisierung
von M#usen mit einem Toxoid oder der HC-Dom#ne von
BoNT, gefolgt von 4blichen Hybridoma-Techniken[75–78] und
2) die Selektion monoklonaler Antik rper gegen BoNTs oder
Toxinfragmente mittels Phagen-Display.[79–81]

Der Großteil der Forschungen 4ber monoklonale Anti-
k rper gegen BoNTs galt bisher dem Serotyp A. Bislang
wurde kein mAb gegen BoNT/A gefunden, der einzeln ver-
abreicht eine ausreichende Neutralisationswirkung h#tte. So
neutralisieren einzelne mAbs nur maximal das 10- bis 100-
fache der LD50 von BoNT/A,[77,82] wogegen ein Cocktail aus
drei mAbs die 450000-fache LD50 von BoNT/A neutralisier-
te.[83] Mit diesem Befund kann angenommen werden, dass
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wirkungsvolle antik rperbasierte Therapien zur Pr#vention
und Behandlung von Botulinum-Intoxikationen mehrere
synergistisch wirksame monoklonale Antik rper ben tigen
werden.

3.1.3. Niedermolekulare Antagonisten der Rezeptorbindung

Zwei Ans#tze zur Inhibierung von Toxin-Zell-Wechsel-
wirkungen sind denkbar: 1) die Bindung von BoNT durch
einen niedermolekularen Liganden, um die Interaktion des
Toxins mit zellul#ren Rezeptoren zu verhindern, und 2) die
Bindung des zellul#ren Rezeptors durch einen niedermole-
kularen Liganden, um die Interaktion mit dem Toxin zu
verhindern. F4r ersteren Ansatz wurden polysialylierte
Ganglioside wie GT1b als m gliche BoNT/A-Liganden unter-
sucht.[84,85] Freies GT1b blockierte die Bindung von BoNT/A an
Synaptosomen[16] und l schte die Tryptophanfluoreszenz von
BoNT/A.[86] In einer neueren Studie wurde nachgewiesen,
dass synthetische GT1b-basierte Glycokonjugate durch Bin-
dung der BoNT/A-HC-Dom#ne die Spaltung von SNAP25 in
R4ckenmarkszellen aus Rattenembryonen verhindern.[87]

Beim zweiten Ansatz wurden niedermolekulare BoNT-
Kompetitoren um die zellul#re Bindungsstelle untersucht,
unter anderem pflanzliche und tierische Lectine (aus Triticum
vulgaris bzw. Limax flavus). In BoNT/A-Experimenten an
hemidiaphragmatischen Nervus-Phrenicus-Pr#paraten aus
M#usen waren die Lectine in der Lage, die Zeit bis zum
Einsetzen der neuromuskul#ren L#hmung von 78 min auf
128 min zu verl#ngern. Bemerkenswert an dieser Studie war,
dass f4r die Serotypen B–F und Tetanustoxin #hnliche Er-
gebnisse erzielt wurden,[88] womit erstmals ein f4r alle Sero-
typen universeller niedermolekularer BoNT-Antagonist be-
schrieben wurde.

3.2. Antagonisten der pH-abh+ngigen BoNT-Translokation

Die Letalit#t von BoNT beruht auf der Unterdr4ckung
der synaptischen Transmission an den motorischen Endplat-
ten von Skelettmuskeln. Allen BoNT-Serotypen ist gemein-
sam, dass das Holotoxin in ein endozytotisches Vesikel ver-
kapselt und anschließend acidifiziert wird. Diese Acidifizie-
rung ist eine Voraussetzung f4r das Auftreten des BoNT-in-
duzierten Muskelversagens. Es wurde gefunden, dass die
Acidifizierung hemmende Substanzen den Ausbruch einer
motorischen L#hmung in vitro verz gern und das Toxin an-
f#lliger f4r seine Neutralisierung durch Antiseren machen.[27]

Damit ist die Acidifizierung endozytotischer Vesikel ein
vielversprechender Ansatz f4r die Inhibierung der BoNT-
Aktivit#t.

Zum Beispiel wirken Ammoniumchlorid und Methyl-
aminhydrochlorid als konzentrations- und zeitabh#ngige
Antagonisten der neuromuskul#ren L#hmung durch BoNT/
A, /B, /C und Tetanustoxin.[89] Eine Schutzwirkung konnte
aber nur dann beobachtet werden, wenn die Substanzen
entweder vor oder binnen 10–20 min nach der Toxinexposi-
tion zugesetzt wurden. Bemerkenswerterweise verursachten
die Amine in antagonistisch wirksamen Konzentrationen
weder eine Inaktivierung des Toxins noch irreversible Ver-

#nderungen der Gewebsfunktion, weshalb angenommen
wurde, dass sie einzig der Toxin-Internalisierung entgegen-
wirken.

Die Acidifizierung endozytotischer Vesikel ben tigt eine
vesikul#re H+-ATPase, die Protonen aus dem Zytoplasma ins
Vesikellumen bef rdert. Im Jahr 1994 beschrieb Simpson den
ATPase-Inhibitor Bafilomycin A1 (1, Schema 1) als Univer-

salantagonisten von BoNT A–G und Tetanustoxin.[90] Bafilo-
mycin A1 verursachte eine konzentrationsabh#ngige Blo-
ckade der neuromuskul#ren Transmission ohne dabei die
Nerven- oder Muskelaktivit#t zu st ren. Protonen-Ionophore
sind ebenfalls in der Lage, den pH-Gradienten ohne Beein-
flussung der ATP-Hydrolyse abzuschw#chen. Zum Beispiel
erh hen die beiden Polyether-Antibiotika Nigericin (2) und
Monensin (3, Schema 1) als Ionophore die Membranper-
meabilit#t der Kationen H+, Na+ und K+ und neutralisieren
somit durch Kurzschluss des Protonenflusses die f4r die en-
dosomale Acidifizierung notwendigen pH-Gradienten.[91]

W#hrend die Ionophore in nanomolaren Konzentrationen
eine Blockade der BoNT-Aktivit#t zeigten, f4hrte eine
h here Konzentration zur Umkehr des Effekts. Concanamy-

Schema 1. Antagonisten der BoNT-Translokation.
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cin A (4, Schema 1), ein weiterer H+-ATPase-Inhibitor,
wurde k4rzlich auf eine Inhibierung der endosomalen Aci-
difizierung untersucht.[92] Concamycin A verhinderte die
Spaltung von SNAP25 in vorbehandelten und in 15 min nach
Toxin-Exposition behandelten Neuronen in Kultur. Eine
Zugabe nach erst 40 min blieb ohne Schutzwirkung.

Malariamedikamente, z.B. Aminochinoline (Schema 2),
wurden ebenfalls darauf getestet, BoNT/A-induzierte neu-
romuskul#re L#hmung zu hemmen.[93] Als antagonistischer
Mechanismus wurde zun#chst eine Unterdr4ckung der en-
dosomalen Acidifizierung angenommen, es konnte aber nicht
ausgeschlossen werden, dass der Antagonismus durch ein
Blockieren der f4r die Freisetzung der LC-Dom#ne ben tig-
ten Kan#le zustande kommt. Adler und Mitarbeiter testeten
Mepacrin und den Metallchelatbildner TPEN (N,N,N’,N’-
Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylendiamin) in einer „Kombi-
nationstherapie“ und fanden eine um 100% erh hte Schutz-
wirkung gegen BoNT-assoziierte Letalit#t verglichen mit den
einzelnen Liganden.[94]

3.3. Inhibition der BoNT-Metalloprotease (LC)

Wie bereits beschrieben wurde, st ren Botulinum-Toxine
die neuronale Exozytose durch spezifische Proteolyse von
SNARE-Proteinen, deren Assemblierung nach einhelliger
Meinung eng mit der Membranfusion und Neurotransmit-
teraussch4ttung verbunden ist.[95] Da die Hydrolyse der
SNARE-Proteine von hochspezifischen BoNT-LC-Dom#nen
katalysiert wird, liefert eine Inhibierung der Metalloprotease-
Aktivit#t einen weiteren Ansatzpunkt f4r die therapeutische
Inaktivierung von BoNT. Die Suche nach Inhibitoren der
BoNT-Protease konzentrierte sich haupts#chlich auf Peptide,
Peptidmimetika und niedermolekulare Inhibitoren der LC-
Dom#nen von BoNT/A und /B (LC/A und LC/B).

Das gemeinsame Motiv der
Schl4sselproteine VAMP, SNAP25
und Syntaxin ist eine neun Amino-
s#uren lange Region, die, an unter-
schiedlichen Positionen entlang der a-
Helix, eine Kombination #hnlicher
chemischer Eigenschaften aufweist.[96]

Um die Rolle dieser konservierten
Segmente aufzuschl4sseln, wurde ein
Satz von Peptiden synthetisiert, die
den konservierten Segmenten aus
VAMP, SNAP25 und Syntaxin ent-
sprechen (Abbildung 3).[96] Die Ana-
lyse des Peptidsatzes ergab, dass V2,
ein synthetisches VAMP-Peptid, und
S1, ein synthetisches SNAP25-Peptid,
die Spaltung aller drei SNARE-Sub-
strate (VAMP, SNAP25 und Syntaxin)
hemmen. Beide Peptide (V2 und S1)
hatten keinerlei Effekt auf die Neu-
roexozytose, verhinderten aber in
kultivierten Neuronen aus Aplysia
californica die Neurotransmitterblo-
ckierung. Auf der Grundlage dieser

Befunde wurde gemutmaßt, dass Botulinumtoxine eine dop-
pelte Interaktion mit ihren Proteinsubstraten ben tigen,
n#mlich eine konservierte Strukturerkennungsregion und
eine substrat- und damit serotypspezifische Spaltungsregi-
on.[96]

Schema 2. Aminochinolin-Antagonisten BoNT/A-induzierter neuro-
muskulCrer LChmung.

Abbildung 3. Oben: Konservierte Segmente von VAMP, SNAP25 und Syntaxin sowie ihre gemein-
samen chemischen Eigenschaften, angezeigt durch die allgemeine Formel [x h – – x h – x h p];
„x“ steht fBr eine beliebige AminosCure, „–“ fBr ein Carboxylat, „h“ fBr eine hydrophobe Seiten-
kette und „p“ fBr eine polare Gruppe. V1 und V2 sind snythetische VAMP-Peptide, S1–S4 sind
SNAP25-Peptide, x1 und x2 sind Syntaxin-Peptide. Unten: Axiale Projektion des konservierten
Motivs. Wiedergabe mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.[96]
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3.3.1. Peptidmimetika der leichten Kette von BoNT/A

Eine kleine Sammlung von Peptiden der allgemeinen
Struktur Ac-X1-X2-Linker-X3-X4-NH2 wurde auf der Grund-
lage allgemeiner Strukturmerkmale von SNARE-Komplexen
entwickelt, wobei als Xn-Monomere Asp, Glu, Gln oder Arg
variiert wurden und als Linker 4-Aminobutters#ure zur Ver-
wendung kam.[97] Der Linker wurde gew#hlt, um die R4ck-
gratkonformation des Peptids dahingehend zu ver#ndern,
dass eine verbesserte BoNT-Erkennung erzielt wird. In Fol-
gestudien wurde das Repertoire der Xn-Aminos#uren auf
zw lf erweitert (was zu 124 m glichen Peptiden f4hrt)[98] und
mithilfe der kombinatorischen PS-SCL-Technik (PS-SCL =

positional scanning synthetic combinatorial library) auf das
optimale Peptid durchmustert.

Insgesamt ergaben diese Studien, dass die meisten po-
tenten LC/A-Inhibitoren nach den allgemeinen Formeln Ac-
X1M2-Linker-X3C4-NH2 und C1-Linker-X2S3 aufgebaut
waren, die eine 75-prozentige Inhibierung erreichten. LC/B-
Inhibierungen von 4ber 80% wurden mit Peptiden vom Typ
Ac-X1C2-Linker-X3C4-NH2 und C1-Linker-X2F3 erzielt.

[99]

Vor einigen Jahren erkannten Schmidt und Mitarbeiter,
dass die spezifischen Eigenschaften der Metalloprotease-
dom#ne (LC) zur Entwicklung von BoNT/A-Inhibitoren ge-
nutzt werden k nnen.[100] Da Sulfhydrylgruppen Zink leicht
komplexieren, wurde gefolgert, dass die Substitution von
Schl4sselaminos#uren durch Cys zu Molek4len f4hren
k nnte, die die Enzymaktivit#t von BoNTs hemmen. Ein
weiterer Hinweis war der Befund, dass thiolhaltige Liganden
wie Dithiothreitol und sogar einzelne Cysteinmonomere die
LC/A hemmen k nnen, wenn auch nur in hohen Konzen-
trationen (> 10 mm).

In den Studien wurde die SNAP25-Region 194–200 (ge-
kennzeichnet als P4, P3, P2, P1, P1’, P2’, P3’) eines 17 Amino-
s#uren langen Substrats Na-Acetyl-SNKTRIDEANQ-
RATKML-Carboxamid variiert; fettgedruckte Seitenketten
wurden jeweils einzeln durch Cys ersetzt (Tabelle 1). Inter-
essanterweise hydrolysierte LC/A die an den Positionen P4,
P3, P2’ und P3’ Cys-substituierten Substrate, wobei als wich-
tigste Beobachtung keine Abh#ngigkeit zwischen der Bin-
dungsaffinit#t und der Hydrolysegeschwindigkeit zu ver-
zeichnen war. Beispielsweise zeigten endst#ndig Cys-substi-

tuierte Peptide (P4 oder P3’) geringere Km-Werte als die
SNAP25-Originalsequenz, aber vergleichbare kcat-Werte.
Eine inverse Abh#ngigkeit wurde beobachtet, wenn Ala-
Seitenketten in gr ßerer N#he zur Schnittstelle ersetzt
wurden (P3 oder P2’). Die Autoren schlossen hieraus, dass die
Diskriminierung von Substraten an den komplement#ren
Bindungsstellen w#hrend des Katalyseschritts geschehen
muss.[100]

Des Weiteren konnte eine Reihe von LC/A-Inhibitoren
mit Cys-Substitutionen in den Position P2, P1 und P1’ identi-
fiziert werden (Tabelle 1). In allen F#llen – außer bei Arg –
f4hrte ein Austausch in Position P1’ zu einer deutlichen Affi-
nit#tssteigerung verglichen mit nativem SNAP25. Generell
resultierten Cys-Substitutionen in P2 und P1 in einem guten
Inhibitionsverm gen, wogegen der Austausch von Arg in P1’

ein sowohl hydrolytisch als auch inhibitorisch inaktives Peptid
ergab. Die Ergebnisse belegen, dass die Arg-Seitenkette an
Position P1’ entscheidend ist, um ein starkes Bindungsver-
m gen zu gew#hrleisten. Interessanterweise f4hrte der Aus-
tausch mit d-Cys (Q11d-C) in P1 zur st#rksten gemessenen
Inhibierung.[100] Im weiteren Verlauf der Studien wurden
Peptide mit deutlicher Inhibitorwirkung gek4rzt, sodass an P2

beginnende Octapeptide entstanden. Substitutionen in den
Positionen P2 und P1 wurden ebenfalls vorgenommen, um die
Relevanz der Cysteinposition in dieser Region zu beurteilen.
Wie aus Tabelle 2 klar ersichtlich ist, weisen k4rzere Peptide

eine deutlich h here Affinit#t zu BoNT/A auf als das native
SNAP25-Substrat. Anhand der gewonnenen Erkenntnisse
konnten schließlich zwei unverzichtbare Strukturbedingun-
gen f4r die Entwicklung peptidischer LC/A-Inhibitoren for-
muliert werden: 1) eine Thiolgruppe an Position P1 zur Bin-
dung des Zinks im aktiven Zentrum und 2) eine Arg-Seiten-
kette an Position P1’ f4r eine starke Substratbindung.

[100]

Eine zweite Generation peptidmimetischer LC/A-Inhibi-
toren basierte auf Cys-Analoga an Position P1,

[101] wobei zwei
Entwicklungstrategien verfolgt wurden: 1) Substitution der
a-Aminogruppe mit diversen anderen Funktionalit#ten unter
Erhaltung der Thiolgruppe am b-Kohlenstoff; 2) Modifikati-
on des b-Kohlenstoffs mit anderen funktionellen Gruppen
unter Verschiebung der Thiolgruppe nach Ca (Tabelle 3).
Nach Synthese der Monomere wurde jedes Mimetikum ein-

Tabelle 1: Durch Substitutionmit Cystein hergestellte Substratanaloga in
der Region P4 bis P3’ eines 17 AminosCuren langen SNAP25-Mimeti-
kums.

Peptid Teilsequenz
P4 P3 P2 P1 P1’ P2’ P3’

8 9 10 11 12 13 14

SNAP E A N Q R A T
E8C C A N Q R A T
A9C E C N Q R A T
N10C E A C Q R A T
N10d-C E A d-C Q R A T
Q11C E A N C R A T
Q11d-C E A N d-C R A T
R12C E A N Q C A T
A13C E A N Q R C T
T14C E A N Q R A C

Tabelle 2: VerkBrzte Peptidinhibitoren mit variablem Cysteingehalt in der
Region P2 bis P1’.

Peptid Sequenz Ki [mm]
P2 P1 P1’ P2’

1 C Q R A T K M L 190
2 d-C Q R A T K M L 140
3 C R A T K M L 1.9
4 d-C R A T K M L 1.8
5 N C R A T K M L 500
6 A C R A T K M L 150
7 N d-C R A T K M L 150
8 A d-C R A T K M L 26
9 C d-C R A T K M L 110
10 C d-R A T K M L 410
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zeln mit dem Aminoterminus des Hexapeptids RATKML
konjugiert. Das wirksamste Peptidmimetikum enthielt das
l-Stereoisomer der 2-Mercapto-3-phenylpropionylgruppe
(mpp) am N-Terminus (Verbindung 13b). Dies ist der erste
LC/A-Inhibitor mit einem Ki-Wert im nanomolaren Bereich
(kompetitive Inhibition, Ki = 330� 50 nm).

In weitergehenden Studien mit 13b wurde die Amino-
s#urezusammensetzung variiert und die zentrale Hexamer-
region verk4rzt oder verl#ngert. Hierbei wurde nachgewie-
sen, dass das Peptid mpp-RATKM die minimalen Struktur-
voraussetzungen f4r hohe Bindungsaffinit#t erf4llt (Tabel-
le 4). Bei genauerer Betrachtung von Tabelle 4 erschließt sich

die Wichtigkeit der Arg-Seitenkette an Position P1. Dies ist in
Einklang mit fr4heren Studien, in denen die Spezifit#t der
Inhibitor/Substrat-Enzym-Wechselwirkung der Arg-Seiten-
kette zugeschrieben wurde.[100] Es muss aber angemerkt
werden, dass nach aktuellen Erkenntnissen zum Katalyse-
mechanismus der BoNT/A von viel komplexeren Struktur-
anforderungen f4r eine potente Inhibierung auszugehen
ist.[35–37]

Mit dem Ziel, die Konformation des Enzym-Substrat-
Komplexes von BoNT-Metalloproteasen aufzukl#ren, entwi-
ckelten Rich und Mitarbeiter isosterische Di- und Tripeptide,
die aus Kbergangszustandsanaloga der Schnittstellen f4r
sowohl LC/A als auch LC/B bestanden.[102,103] Die Hydroxy-
ethylen- oder Thioethylen-Analoga wurden in l#ngere Pep-
tide eingef4gt, die den zu beiden Serotypen passenden Sub-
straten entsprachen.[104,105] Im Fall von BoNT/A wurden die
modifizierten Peptide in ein 17-meres Peptidanalogon der
SNAP25-Region 187–203 (16a und 16b, Schema 3)[104] sowie
in ein k4rzeres, 7-meres Peptid eingebaut (15a und 15b).[101]

Die Peptide zeigten eine deutliche Inhibierung (Ki = 200–
400 nm) mit einer geringen Korrelation zwischen L#nge und
inhibitorischer Aktivit#t, sodass auch stark gek4rzte Peptide
f4r die Inhibierung von LC/A verwendet werden k nnen.
Dies ist in Einklang mit den Studien von Schmidt et al. (13b,
BoNT/A Ki = 330 nm).[101]

3.3.2. Peptidmimetika der leichten Kette von BoNT/B

Erste Studien der Struktur-Aktivit#ts-Beziehungen von
LC/B-Inhibitoren wurden von Roques et al. mit einer Kom-
bination aus Molecular Modeling und Strukturdaten vorge-
nommen.[106] Als Inhibitoren wurden b-Aminothiolderivate
untersucht, deren Inhibitorwirkung gegen das Tetanustoxin –
einen strukturellen Verwandten von BoNT/B mit identischer
VAMP-Spaltungsstelle – gut dokumentiert ist.[107,108] Es
wurden zwei Pseudopeptid-Bibliotheken angelegt, die jeweils
durchmustert wurden, um die Erkennung der S1’- und S2’-
Subregionen zu optimieren.[106] Durch Testen einiger Seiten-
ketten an Position P1 fand man, dass eine Phenylgruppe mit
einem Carboxylat an Position 4 eine optimale Erkennung
erm glicht.

Bez4glich der Optimierung der P1’-Seitenkette nahm man
an, dass sterisch anspruchsvolle aromatische Liganden g4ns-

Tabelle 3: N-terminale Strukturen von Cysteinmimetika der Sequenz
CMimRATKML(Amid).

[a]

Stereoisomer Ki [mm]

10a
10b

1
30

11a
11b

50
20

12a
12b

70
100

13a
13b

8
0.3

14a + 14b 2

[a] Das im HPLC zuerst eluierende Stereoisomer wird jeweils mit a be-
zeichnet, das spCter eluierende mit b.

Tabelle 4: Der Effekt verlCngerter und verkBrzter Varianten von
CMimRATKML(Amid) auf den Ki-Wert.

Inhibitor Ki [mm] Inhibitor Ki [mm]

mpp-R 60 mpp-RATKMLGSG 0.3
mpp-RA 60 mpp-RATKAL 0.7
mpp-RAT 30 mpp-RATAML 3
mpp-RATK 4 mpp-RAAKML 0.7
mpp-RATKM 0.3 mpp-RVTKML 2
mpp-RATKML 0.3 mpp-KATKML >300

Schema 3. Peptidmimetika von SNAP25, die eine isostere a-Hydroxy-
oder a-Thioethylengruppe an der Spaltungsstelle tragen. Die Mimetika
mit a-Thioethylengruppe zeigen die stCrksten inhibitorischen AktivitC-
ten gegen BoNT/A-Metalloprotease (Ki < mm).
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tig sind, weil die S1’-Subregion von LC/B und Holo-BoNT/B
laut Kristallstrukturanalysen tief und hydrophob ist[109,110] und
zudem das native LC/B-Substrat einen Phenylalaninrest ent-
h#lt. Die Optimierung der S2’-Erkennung ergab eine Pr#fe-
renz f4r eine bicyclische heteroaromatische Seitenkette. In-
teressanterweise ist diese Position im nativen VAMP durch
Glu besetzt, sodass die nat4rliche Erkennung dieser Sub-
region nicht ideal ist. Dies k nnte erkl#ren, weshalb die ka-
talytische Aktivit#t von Modifikationen an dieser Position
unabh#ngig ist. Das aus den Untersuchungen hervorgehende
Pseudopeptid 17 (Schema 4) war deutlich aktiver in der LC/
B-Inhibierung als alle anderen damals bekannten Peptide
(Ki = 20 nm).[106] Weitere Optimierungen ergaben Liganden
mit geringf4gig h herer Aktivit#t als 17, z.B. die Verbindung
18, die eine Methylengruppe weniger enth#lt (Schema 4).[111]

Erstaunlicherweise zeigte Verbindung 19, ein eng verwandtes
Disulfid-Derivat von 17, eine um bis zu zehnfach verbesserte
Inhibierung von LC/B.[111]

In weiteren Versuchen zur Optimierung der LC/B-Inhi-
bierung wurden ein a-Hydroxyamid- oder ein a-Thioamidrest
an der Gln-Phe-Verkn4pfung in 35-mere VAMP-Analoga

eingebaut. Es resultierte eine moderate Inhibierung (Ki im
niedrigen mm-Bereich), die rund 25% schw#cher war als mit
den Tripeptidderivaten. Ein klarer Nachteil dieser Strukturen
ist die zus#tzliche substituierte Methylengruppe an der Mo-
difizierungsstelle, die die Erkennung des R4ckgrats durch
LC/B erschwert.[106]

3.3.3. Biochemische Techniken

Phagen-Display wurde genutzt, um Peptide f4r die Inhi-
bierung multipler BoNT-Serotypen zu erzeugen.[112,113] Drei
Peptide wurden identifiziert, die in vitro als Inhibitoren der
Proteaseaktivit#t wirken,[113] allerdings konnte lediglich eine
moderate Bindung der Peptide an LC/A, /B und /E nachge-
wiesen werden (vollst#ndige Inhibierung bei 250 mm). Trotz
der eingeschr#nkten Aktivit#ten belegt dieses Beispiel, dass
Phagen-Display zur Identifizierung von Leitpeptiden ver-
wendet werden kann, die anschließend weiter optimiert
werden und Einblicke in die Wirkungsweise des Toxins geben
k nnen. In einer neueren Studie wurde Phagen-Display von
VAMP-Varianten eingesetzt, um die f4r die Bindung und
Katalyse relevanten Substraterkennungsdom#nen in LC/B zu
bestimmen.[112]

Eine weitere Technik, die zur Identifizierung von LC/A-
Inhibitoren eingesetzt wurde, ist mRNA-Display.[114] Hierbei
wurde eine Sequenz CRATKML, die dem C-Terminus von
SNAP25 entspricht, konstant gehalten und mit vier rando-
misierten Aminos#uren konjugiert, sodass eine Bibliothek
von 160000 Sequenzen des Typs MXXXXCRATKML re-
sultierte (X steht f4r eine zuf#llige Aminos#ure). Nach drei
Screeningrunden konnten einige Inhibitoren identifiziert
werden, wobei vor allem das Kbermaß an unpolaren Seiten-
ketten innerhalb der Sequenz 4berraschte. Das Peptid
MWMTSCRATKML war einer der aktivsten Inhibitoren mit
Ki-Werten im niedrigenmikromolaren Bereich und war damit
deutlich aktiver als die durch Phagen-Display identifizierten
Peptide (Ki < 1 mm). Dies belegt, dass mRNA-Display ein
wirkungsvoller Ansatz zur Entdeckung neuer Peptide zur
BoNT-Erkennung ist.[114]

3.3.4. Chelatliganden f�r Zn2+

Ein aktueller Ansatz zur Identifizierung neuer nieder-
molekularer LC/A-Inhibitoren beruhte auf einem Hoch-
durchsatz-FRET-Assay (FRET = resonanter Fluoreszenz-
energietransfer). In der Validierungsphase des Assays wurde
die einzelne modifizierte Aminos#ure l-Arg-Hydroxams#ure
(22, Schema 5) als moderater LC/A-Inhibitor (Ki = 60 mm)
identifiziert.[115] Angesichts der nativen Spaltungsstelle zwi-
schen den Seitenketten Gln197 und Arg198 von SNAP25 war
eine Inhibierung durch ein Arg-Derivat zwar nicht ganz un-
erwartet, interessant war aber, dass die d- und l-Isomere eine
#hnliche Inhibierung zeigten. Es wurde vorgeschlagen, dass
die stereochemische Konfiguration f4r diese Klasse von
Inhibitoren irrelevant ist, und dass der Hydroxamatrest durch
Chelatisieren des Zn2+ maßgeblich die inhibitorische Aktivi-
t#t verursacht. Tats#chlich deutet eine neue Kristallstruktur
von mit l-Argininhydroxamat komplexiertem LC/A die
Existenz einer intermedi#ren Konformation des aktiven

Schema 4. Thiol- und Disulfid-Tripeptid-Surrogate mit LC/B-Spaltungs-
aktivitCt.
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Zentrums an, in der eine intakte Zn2+-Koordination mit der
Hydroxamatregion sowie eine deutliche Bindung von Asp369
zur Arg-Seitenkette besteht.[116]

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde 4berlegt, dass
die Kopplung molekularer Erkennungsger4ste an Hydrox-
amatreste zu wirksamen Inhibitoren f4hren k nnte. Mithilfe
einer einfachen zweistufigen Prozedur wurde ausgehend von
Carbons#urederivaten eine Bibliothek aus 150 Hydroxam-
s#uren erzeugt.[117] Ein erstes Screening ergab 4-Chlorzimt-
hydroxamat (20, Schema 5) als vielversprechende Leitstruk-
tur mit einem IC50-Wert von 15 mm. Anschließende Struktur-
Aktivit#ts-Studien resultierten in einem 2,4-Dichlor-substi-
tuierten Derivat (21, Schema 5). 21 ist der bis heute wirk-
samste nichtpeptidische Inhibitor von LC/A (Ki = 0.30�
0.01 mm). Die Verbindung wirkt kompetitiv, was die ge#ußerte
Hypothese widerlegt, dass mindestens zehn Kohlenstoffato-
me f4r eine effektive BoNT-Inhibierung notwendig
seien.[118,119] Kristallstrukturen von LC/A im Komplex mit den
Inhibitoren l-Arg-Hydroxamat, 4-Chlorzimts#ure und 2,4-
Dichlorzimts#ure weisen auf eine gewisse Flexibilit#t des
aktiven Zentrums hin und unterstreichen damit die Wahr-
scheinlichkeit, dass die Substratspezifit#t von Wechselwir-
kungen an sekund#ren Bindungsregionen herr4hrt.[120]

Der Metallchelatbildner TPEN wurde an hemidiaphrag-
matischen Nervus-Phrenicus-Pr#parationen aus M#usen
sowie an einem vollst#ndigen Mausmodell unter-
sucht.[85,121,122] Allerdings ist die BoNT-Spezifit#t gegen4ber
anderen Metalloproteinen nur gering, sodass die Substanz f4r
klinische Anwendungen nur begrenzt tauglich ist. Eine
neuere Untersuchung konnte zeigen, dass EDTA (Ethylen-
diamintetraacetat) in zellfreien Assays irreversibel die Pro-
teaseaktivit#t von BoNT/A und BoNT/E hemmt, im Unter-
schied zu TPEN aber keine Aktivit#t in kultivierten Neuro-
nen aufweist.[123] Einerseits st4tzen diese Erkenntnisse vor-
herige Studien, die eine von Zn2+ unabh#ngige EDTA-indu-
zierte Denaturierung der LC-Dom#ne nahelegen,[124,125] sie
verdeutlichen aber auch, wie In-vitro- und In-vivo-Experi-
mente voneinander abweichen k nnen. Eine #hnliche Dis-
krepanz zwischen einem In-vitro-Screening und einem Bio-
assay an M#usen wurde k4rzlich bei einer Serie von Zell-,

Tier- und In-vitro-FRET-Assays gefunden, bei der Leit-
strukturen aus einem Pool von ca. 66000 Verbindungen f4r
die Unterbrechung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
analysiert wurden.[126] Umfangreiche FRET-Screenings und
Zellexperimente ergaben sieben Verbindungen (Schema 6)
mit vielversprechendem Inhibierungsverm gen, die f4r
nachfolgende In-vivo-Tests geeignet schienen. Jedem der
sieben Molek4le fehlte der charakteristische Zink-chelati-
sierende Rest, was die Vermutung zul#sst, dass zus#tzliche
LC/A-Erkennungsmotive eine Rolle bei der Aktivit#t der
Leitstrukturen spielen k nnten. Interessanterweise haben die
beiden wirksamsten Inhibitoren, NA-A1B2C10 (28 ;
Schema 6) und 2,4-Dichlorzimthydroxams#ure (21;
Schema 5), eine #hnlich einfache Struktur und #hnliche
funktionelle Gruppierungen (Zimts#ure- und Amidreste).
Leider deckte die In-vivo-Analyse der beiden Verbindungen
auf, dass derzeitige Zellmodelle nicht in der Lage sind, eine
Wirksamkeit in vivo vorherzusagen, sodass eine Verbesse-
rung solcher Modelle vorrangig ist. Die Thnlichkeit zwischen
21 und 28 ist dennoch verheißungsvoll, sodass eine Optimie-
rung von 28 potentere LC/A-Inhibitoren hervorbringen
k nnte.

Ein 4berraschender Befund war, dass die einfache ge-
sch4tzte Aminos#ure Fmoc-d-Cys(Trt)-OH (23, Schema 5),
die gew hnlich bei der Peptidsynthese zum Einsatz kommt,
LC/A kompetitiv inhibiert (Ki = 18 mm).[127] Ein Docking von
23 in das enzymatisch aktive Zentrum deutete auf eine
maßgebliche Bindung zwischen der Fluorenylschutzgruppe
und der hydrophoben Kavit#t sowie auf g4nstige elektrosta-
tische Wechselwirkungen zwischen dem Carboxylat und ei-
nigen nahen, positiv geladenen Seitenketten hin. Dabei ist
interessant, dass keine Wechselwirkung zwischen irgendeiner
Region des Liganden und dem Zink-Ion im aktiven Zentrum
vorhergesagt wird. Zus#tzlich wurde die Wirksamkeit von 23
in einem zellul#ren Modell untersucht, wobei ein vollst#ndi-
ger Schutz vor SNAP25-Spaltung in Neuro-2a-Zellen bei
einer Konzentration von 60 mm erzielt wurde.

3.3.5. Niedermolekulare Inhibitoren der leichten Kette von
BoNT/B

Die von Roques und Mitarbeitern beschriebene Pseudo-
tripeptid-Studie ist bis heute die ausf4hrlichste Analyse eines
niedermolekularen Liganden, der die VAMP-Bindung an LC/
B unterbrechen kann und so eine Inhibierung der Katalyse
bewirkt.[106] In den letzten zehn Jahren wurden mehrere wei-
tere Studien unternommen, um niedermolekulare Verbin-
dungen zur Inhibierung der LC/B zu identifizieren. Rich,
Stevens et al. konnten zeigen, dass Bis(5-amidino-2-benz-
imidazolyl)methan (BABIM, 31; Schema 7) die BoNT/B-in-
duzierte Spaltung im niedrigen mikromolaren Bereich
hemmt. Das Ketoderivat dieser Verbindung, 32 (Schema 7),
erwies sich noch als geringf4gig wirksamer.[128] Die spezifische
Strukturerkennung von BABIM wurde in Vergleichsexperi-
menten mit dem starken Zink-Chelatbildner 1,10-Phenan-
throlin best#tigt, der LC/B nicht inhibierte.

Eine fr4here Studie zielte auf die Entwicklung potenzi-
eller LC/B-Inhibitoren ohne Zuhilfenahme von Struktur-
daten ab.[129] Der Inhibitorentwurf beruhte hierbei auf

Schema 5. Strukturen von Inhibitoren der LC/A-Metalloprotease.
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Strukturgemeinsamkeiten mit einem zuvor untersuchten, nur
wenig aktiven Phosphoramidon. Bei der analysierten Sub-
stanz handelte es sich um das Cumarinderivat ICD1578 (33,
Schema 7), das eine moderate Inhibierung mit einem IC50-
Wert von 28 mm erzielte. Erw#hnenswert ist, dass der Zink-
protease-Inhibitor Captopril in millimolarer Konzentration

nur eine Inhibierung von weniger als 10% erzielte, was die
Notwendigkeit von Schl4sselerkennungsregionen imMolek4l
unterstreicht.[129]

3.3.6. Strukturgelenktes Screening und Pharmakophorentwick-
lung

Ein weiterer Ansatz zur Identifizierung niedermolekula-
rer LC/A-Inhibitoren umfasste ein Screening der Diversi-
t#tsdatenbank des National Cancer Institute (NCI). Dabei
wurden mehrere 4-Aminochinoline gefunden, die die Wir-
kung BoNT/A-induzierter Effekte auf die neuromuskul#re
Transmission verz gerten.[119] Einige Verbindungen, die in
Konzentrationen von 20 mm eine Inhibierung von > 50% er-
zielten, wurden im Komplex mit BoNT/A modelliert,[45] um
allgemeine Pharmakophor-Strukturger4ste vorherzusagen.
Mit dem gleichen Ziel wurde in einer weiteren Studie ein
computerbasiertes Screening von 2.5 Millionen Verbindun-
gen ausgef4hrt.[118] Ausgangspunkt waren Molek4ldynamik-
simulationen (Cationic-Dummy-Ansatz; CaDA) des Zink-
Endopeptidase-Inhibitorkomplexes.[130] Nach umfangreichen
strukturgelenkten Modifizierungen wurde ein kompetitiver
Inhibitor (34a, Schema 8) mit einem Ki-Wert von 12 mm er-
halten.[118] Weitere Analysen und Optimierungen von 34a
f4hrten zu einem geringf4gig wirksameren Derivat mit einem
zus#tzlichen 3-Hydroxyphenylrest (34b, Schema 8).[131] Der
Erfolg dieser Ans#tze best#tigt die Eignung von Molek4l-
dynamiksimulationen f4r die Entwicklung von BoNT-Inhi-
bitoren.

Schema 6. In einem Hochdurchsatz-Screeningassay entdeckte Strukturen von Inhibitoren der LC/A-Metalloprotease.

Schema 7. Chemische Strukturen von Inhibitoren der LC/B-Metallo-
protease.
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Der wirksame LC/A-Inhibitor mpp-RATKML[101] wurde
j4ngst ebenfalls in einer Dockingstudie verwendet, um seine
f4r die Inhibierung ben tigten Hauptkomponenten zu iden-
tifizieren.[132] Die Studie basierte auf einer Kristallstruktur der
LC/A,[133] es kamen aber Bedenken auf, ob diese mit der
biologisch aktiven Form in L sung konsistent sei. Empirische
Vergleichsdaten zwischen mpp-RATKML und mpp-
KATKML hatten gezeigt, dass das Lys-substituierte Peptid
mehr als 1000fach weniger aktiv sein sollte, wogegen die
Modellierung auf der Grundlage der Kristallstrukturdaten f4r
beide Peptide energetisch g4nstige Konformationen mit
#hnlichen Wechselwirkungen der protonierten Lys- und Arg-
Seitenketten ergab. Ein weiteres widerspr4chliches Ergebnis
war die Positionierung des Thiolrests von mpp-RATKML in
der Bindungsspalte der nativen 198RATKM203L-Sequenz von
SNAP25: Zwischen dem Schwefelatom und dem Zinkion
bestand ein Abstand von ca. 7 U, was die M glichkeit einer S-
Zn2+-Koordination ausschließt. In der Folge f4hrte man eine
Molek4ldynamikstudie aus, bei der g4nstige Oberfl#chen-
konformationen zwischen mpp-RATKML und LC/A ver-
wendet wurden. In Einklang mit den empirischen Daten
wurde ein Modell entwickelt, in dem die Konformation des
Bindungszentrums eine starke energetische Pr#ferenz von
Arg gegen4ber Lys aufwies. Zus#tzliche Anforderungen an
das Modell waren die Platzierung der Thiolgruppe von mpp-
RATKML in r#umlicher N#he zum Zn2+ (zur Koordination)
sowie die Vermeidung hydrophob-polarer Abstoßungskr#fte
zwischen der Isobutylgruppe von Leu und der Phenylgruppe
von mpp mit Wasser. Anhand der ermittelten Molek4ldyna-
mikdaten wurden einige Hauptanforderungen an einen po-
tenten niedermolekularen Inhibitor postuliert: eine aromati-
sche Gruppe, die mit einem planar-kationischen Rest ver-
kn4pft ist (z.B. Guanidinium), eine protonierte Aminogrup-
pe, mindestens zwei planare Regionen im Abstand von 6.5–
13 U und eine Gesamtmolek4ll#nge von ungef#hr 23 U. Eine
Suche nach nicht-peptidischen niedermolekularen Verbin-
dungen in der NCI-Diversit#tsdatenbank ergab mehrere po-
tenzielle LC/A-Inhibitoren, die diesen Vorgaben gen4gen.
Die vielversprechendste Verbindung war NSC240898 (35,

Schema 8), die einen deutlichen dosisabh#ngigen Schutz von
SNAP25 in H4hnerneuronen zeigte, einhergehend mit einer
guten Zelltoleranz von bis zu 40 mm.[132]

Unter Verwendung des verfeinerten Achtkomponenten-
Pharmakophormodells konnten vier Inhibitoren f4r In-vitro-
Untersuchungen mit LC/A identifiziert (Schema 9) und syn-
thetisiert werden,[134] von denen alle IC50-Werte im niedrigen
mikromolaren Bereich aufwiesen (3–17 mm). Ein besonderes
Strukturmerkmal von drei der neuen Inhibitoren war ein
zus#tzliches Erkennungsmotiv in einer steroidischen Region,
das als hydrophober Anker an der Kante der Bindungsspalte
fungierte. Allerdings wies der wirksamste dieser Inhibitoren
anstelle des Steroidankers ein Tris(aminochlorchinolin)-
Motiv auf (36, Schema 9).

3.4. K+-Antagonisten

K+-Kan#le sind f4r praktisch alle Arten von Zellen
4berlebenswichtig[135] und bilden eine bemerkenswert viel-
seitige Gruppe von Ionenkanalstrukturen. Der zuerst aufge-
kl#rte K+-Kanal war der klassische spannungsaktivierte
Kanal des Kalmars. Andere Kanaltypen sind hyperpolarisie-
rende, vonMetaboliten und Sekund#rbotenstoffen gesteuerte
Spannungskan#le, transiente, nach außen gerichtete Kan#le
(A-Str me) sowie hoch leitf#hige, Ca2+-abh#ngige K+-Kan#le
(BKCa-Kan#le). BKCa-Kan#le bestehen aus einer porenbil-
denden a-Untereinheit und einer regulatorischen b-Unter-
einheit, und man nimmt typischerweise an, dass sie auf Te-
tramethylammonium (TEA, 43, Schema 10) ansprechen. Die
Aussicht, BKCa-Antagonisten als Therapie gegen Botulismus
einzusetzen, gr4ndet sich auf der F#higkeit der Antagonisten,

Schema 8. Durch strukturgelenktes Screening identifizierte Strukturen
niedermolekularer LC/A-Inhibitoren.

Schema 9. Auf Aminochlorchinolin (ACQ) basierende Inhibitoren der
LC-DomCne von BoNT.
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einen Calciuminflux zu induzieren und damit einen Acetyl-
cholinefflux aus der Zelle zu verursachen. Solche Substanzen
k nnten insbesondere in der Lage sein, BoNT-induzierte
L#hmungen r4ckg#ngig zu machen. Tats#chlich wurde ge-
zeigt, dass TEA sowohl in vitro[136] als auch in Tiermodel-
len[137,138] BoNT-induzierte L#hmungserscheinungen umkeh-
ren kann.

Als bester K+-Antagonist zur Botulismusbek#mpfung gilt
3,4-Diaminopyridin (3,4-DAP, 40, Schema 10), das in vitro
hocheffektiv motorischen L#hmungen nach einer BoNT-Ex-
position entgegenwirkt und von allen derzeit verf4gbaren K+-
Antagonisten die geringste Toxizit#t aufweist.[139] Der
Schmerztonus von durch BoNT gel#hmten Rattenzwerch-
fellmuskeln wurde durch Behandlung mit 3,4-DAP rasch und
mit mindestens 8 h nach Verabreichung andauernder Mobi-
lit#t wiederhergestellt. Adler und Mitarbeiter kombinierten
In-vitro- und In-vivo-Messungen, um die Wirkung von 3,4-
DAP am Digitorum-longus-Muskel in Ratten nach lokaler
BoNT-L#hmung zu untersuchen und demonstrierten einen
deutlich erh hten Schmerztonus im vergifteten Muskel ohne
Mobilit#tsverlust mit der Zeit oder nach wiederholter Ver-
abreichung.[140] Eine konstante Verabreichung von 3,4-DAP
w#hrend der Intoxikationsphase erwies sich wegen der
schnellen Clearance der Substanz als notwendig. Osmotische
Minipumpen f4r die Verabreichung von 3,4-DAP wurden
verwendet.[141]

Trotz der vielversprechenden Eigenschaften von 3,4-DAP
zur Botulismusbehandlung weist die Verbindung einige
deutliche Nachteile auf. So ist die Wirkung von 3,4-DAP
haupts#chlich auf BoNT/A beschr#nkt. Auch wenn die mar-
kanteste Wirkung von 3,4-DAP in der Verbesserung der
Muskelkontraktion besteht, ist dieser Effekt bei respiratori-
schen Muskeln nur minimal, sodass kein Wiedereinsetzen
spontaner Atemt#tigkeit beobachtet werden konnte. Eine
kritische Nebenwirkung von 3,4-DAP sind epileptische An-
f#lle, die mit hoher Wahrscheinlichkeit aus der F#higkeit der
Substanz resultieren, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren.
Um einige dieser Probleme zu 4berwinden, wurden Kombi-
nationen von 3,4-DAP mit Neostigmin (42, Schema 10) und
TEA getestet.[139] Ziel war es, die toxische Wirkung von 3,4-
DAP durch Senkung der Dosis abzuschw#chen und einen
gegen4ber der Einzelverabreichung verst#rkten Acetylcho-
linefflux zu erzielen. Man war davon ausgegangen, dass eine
Kombinationstherapie mit Neostigmin und 3,4-DAP die
Acetylcholinkonzentration durch eine Neostigmin-induzierte
Inhibierung der Acetylcholinesterase in peripheren Geweben
erh ht. Leider konnte jedoch kein g4nstiger Effekt beob-
achtet werden. In Kombination mit TEA war die Inhibitor-

wirkung von 3,4-DAP sogar abgeschw#cht, was die Vermu-
tung nahelegt, dass die Wirkung von TEA an nikotinergen
Ionenkan#len dem g4nstigen Einfluss von TEA auf die
Transmitteraussch4ttung entgegenwirkt. Obwohl beide Stra-
tegien keinen Erfolg brachten, bleibt das Konzept „kombi-
nierter“ Kanal-Antagonisten zur Behandlung von BoNT-In-
toxikationen vielversprechend.

Adler et al. bestimmten den Bindungsort von 3,4-DAP am
Nervenende und erbrachten damit weitere Einblicke in
dessen Wirkungsweise.[139] 3,4-Diamino-1-methylpyridium
(41, Schema 10), ein kationisches 3,4-DAP-Derivat, wurde
ebenfalls an hemidiaphragmatischen Nervus-Phrenicus-Pr#-
paraten aus Ratten getestet und verursachte selbst in milli-
molaren Konzentrationen keine oder nur geringe Effekte.
Das Unverm gen des Pyridinderivats, eine Erh hung der
Muskelspannung durch Bindung von K+-Ionenkan#len zu
erzielen, deutet darauf hin, dass die Wirkung von 3,4-DAP an
der inneren Membranoberfl#che erfolgen muss, einer f4r
geladene Spezies sehr ung4nstigen Umgebung.

Die Wirkung von K+-Antagonisten gegen BoNT/A kann
generell der F#higkeit zugeschrieben werden, durch die
Inhibierung spannungsabh#ngiger K+-Str me einen Ca2+-
Influx zu induzieren.Weitergehende Studien zur Entwicklung
optimierter 3,4-DAP-Derivate mit erh hter Wirksamkeit und
verringerter Toxizit#t sind von betr#chtlichem Interesse.
Einer praktischen Umsetzung dieses Ansatzes als Therapie
bei BoNT-Intoxikationen steht aber noch prinzipiell entge-
gen, dass K+-Antagonisten 4ber eine Dauer vonWochen oder
Monaten verabreicht werden m4ssen, um einen messbaren
Schutz zu gew#hrleisten.

3.5. Therapeutika mit unbestimmter Wirkungsweise

Theaflavine, die aktiven Bestandteile, die bei der Fer-
mentation von gr4nem zu schwarzem Tee entstehen, k nnen
durch Polymerisation eine Thearubigin-Fraktion bilden
(neben anderen komplexen Polyphenolen), die gegen die
Effekte von BoNT/A, /B und /E aktiv ist.[142] Nishimura und
Mitarbeiter verwendeten zerebrokortikale Synaptosomen aus
Ratten und exponierten diese mit 125I-markiertem BoNT, um
den Mechanismus der Thearubigin-Fraktion zu untersu-
chen.[143] Leider konnten auf diese Art keine Informationen
4ber die Identit#t der aktiven Molek4le gewonnen werden,
und die einzige Schlussfolgerung war, dass die Wirkung der
Thearubigin-Fraktion auf der einfachen Bindung des Toxins
beruht.

Limonoide sind von Euphan oder Tirucallan-Triterpe-
noiden abgeleitete Tetranortriterpenoide mit 4,4,8-Trime-
thylfuranylsteroid-Skelett, die einen intensiv bitteren Ge-
schmack haben.[144] Von dem Baum Melia toosendan stam-
mende Limonoide sind seit vielen Jahren f4r ihre antihel-
minthische Wirkung bekannt.[145] Ein Hauptbestandteil der
Limonoidfamilie von M. toosendan ist die Verbindung Toos-
endanin (44, Schema 11), die multiple Wirkungsweisen in
Insekten zeigt.[146]

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden mehrere Studien
ver ffentlicht, die den Effekt von Toosendanin auf die Neu-
rotransmitteraussch4ttung an motorischen Endplatten be-

Schema 10. Chemische Strukturen von K+-Antagonisten und das inak-
tive N-Methyl-3,4-DAP+-Derivat.
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schreiben.[147] Insgesamt erweist sich Toosendanin als ein se-
lektiver pr#synaptischer Inhibitor, der die quantisierte Aus-
sch4ttung von Acetylcholin blockiert.[148] Dem Blockiereffekt
des Toosendanins geht eine Ca2+-abh#ngige Vermittlerphase
voraus – ein im direkten Gegensatz zu den BoNT-Effekten
auftretendes Ph#nomen. Eine bemerkenswerte Beobachtung
in einer der BoNT-Studien mit Toosendanin war, dass die
motorischen Endplatten w#hrend der Vermittlungsphase eine
deutlich erh hte Toleranz gegen4ber BoNT aufweisen.[149]

Andere Untersuchungen zur Kl#rung des Toosendanin-
Mechanismus erbrachten Hinweise, dass die Substanz die
Empfindlichkeit f4r Ca2+ senkt und letztlich v llig unter-
dr4ckt. Dieser Effekt ist die Ursache f4r die beobachtete
Beschr#nkung des spannungsabh#ngigen K+-Stroms in Neu-
roblastom-Gliom-Hybridzellen.[150] Toosendanin wurde auch
als Ausl ser f4r submikroskopische Ver#nderungen an der
motorischen Endplatte identifiziert; so verringerte Toosen-
danin die Menge an synaptischen Vesikeln, und es vergr -
ßerte den Synapsenumfang.[151] Dar4ber hinaus wurde nach-
gewiesen, dass Toosendanin den verz gert gleichrichtenden
K+-Kanal durch extrazellul#re und/oder intrazellul#re Anla-
gerung hemmt.[152]

Die membranpermeabilisierende und ionenkanalmodu-
lierende Wirkung von Toosendanin k nnte auf dessen F#-
higkeit zur4ckzuf4hren sein, Membrandoppelschichten zu
durchspannen und die Integrit#t von Kan#len zu ver#ndern.
Da BoNT die Eigenschaft hat, Ionenkan#le in synthetischen
Doppelschichten und in PC12-Zellmembranen auszubil-
den,[153] ist diese Wirkung des Toosendanins von großer Be-
deutung. Zus#tzlich f4hrt die Behandlung von Synaptosomen
mit Toosendanin zu einer Resistenz der BoNT/A-vermittel-
ten Spaltung von SNAP25. Bedenkt man die Korrelation von
BoNT-Translokation und Kanalbildung, so lassen diese Be-
funde vermuten, dass die Wirkung von Toosendanin auf eine
St rung der LC-Translokation zur4ckgeht. Trotz aller Be-
funde steht aber ein genaues mechanistisches Bild von der
Wirkungsweise des Toosendanins als BoNT-Antagonist noch
aus.

4. BoNT/A-Agonismus

4.1. Niedermolekulare Aktivatoren

BoNT/A ist ein erfolgreiches Medikament gegen mindere
Beschwerden. Allerdings fand man, dass es eine Immunre-

aktion ausl st und neutralisierende Antik rper erzeugt, die
seine Wirksamkeit deutlich mindern.[8,9,154] In extremen
F#llen kann der Patient keinerlei Reaktion auf die Medika-
mentengabe zeigen. Mehrere Strategien wurden verfolgt, um
der abgeschw#chten Wirkung des Toxins zu begegnen:
1) Erh hung der Toxinreinheit, 2) Verringerung der Dosis zur
Minimierung der Immunreaktion, 3) Verl#ngerung der Be-
handlungsintervalle und 4) Verwendung eines anderen
BoNT-Serotyps. Ein weiterer Ansatz besteht in der Ent-
wicklung von BoNT/A-Agonisten, die eine geringere Dosie-
rung von BoNT/A unter Erhaltung der hohen Metallopro-
teaseaktivit#t erm glichen. Eine Struktur-Aktivit#ts-Studie
von 2-Acylguanidin-5-phenylthiophenen bez4glich des Ago-
nismus der BoNT/A-vermittelten Katalyse ergab, dass eine
Reihe niedermolekularer Substanzen eine „Superaktivie-
rung“ von LC/A bewirken kann.[155] In Anbetracht der funk-
tionellen Thnlichkeit zwischen dem LC/A-Inhibitor l-Argi-
ninhydroxams#ure und 2-Acylthiophen (Zn2+-bindender
Rest) sowie Acylguanidin (Arg-Analogon), lag die erste
Absicht zun#chst in der Entwicklung eines wirksamen LC/A-
Inhibitors. Kberraschenderweise wurde aber das gegenteilige
Ph#nomen beobachtet: Die beiden bemerkenswerten Ver-
bindungen 45 und 46 (Schema 12) bewirkten eine erstaunli-

che Aktivierung, einhergehend mit einer um bis zu 14fach
beschleunigten Spaltung von SNAP25 (46).[155] Zun#chst
wurde erwartet, dass die Proteaseaktivierung durch derartige
Verbindungen auf ihre tensid#hnlichen Eigenschaften zu-
r4ckzuf4hren sei, da F#lle mit #hnlichen Ph#nomenen in der
Literatur beschrieben sind.[156,157] Jedoch schließt das Akti-
vierungsprofil bei Konzentrationen unter der kritischen mi-
cellaren Konzentration (CMC) die M glichkeit eines tensid-
#hnlichen Mechanismus aus, da eine Aktivierung von Prote-
asen durch Tenside ausschließlich bei Konzentrationen
oberhalb der CMC auftritt, wie es z.B. bei Chymotrypsin der
Fall ist.[156,157]

4.2. BoNT-basierte Peptide

Ein Beispiel f4r die Anwendung synthetischer, auf BoNT
basierender Peptide, ist das Hexapeptid Acetyl-EEMQRR-
NH2.

[158,159] Das Peptid findet als Antifaltenmittel Verwen-
dung, #hnlich wie das auf nat4rlichem BoNT/A basierende
Botox. Es wurde nachgewiesen, dass das unter dem Namen
Argirelin bekannte Peptid auf #hnliche Weise wie BoNT/A
wirkt, indem es die Catecholaminaussch4ttung in Chrom-
affinzellen verhindert und zus#tzlich die Faltentiefe bei ge-
sunden Testpersonen verringert. Argirelin ist deutlich weni-
ger wirksam als BoNT/A, daf4r aber auch sehr viel weniger
toxisch (> 2000 mgkg�1; BoNT/A: 20 ngkg�1).[158]

Schema 11. Chemische Struktur des Limonoids Toosendanin.

Schema 12. 2-Acylguanidyl-5-phenylthiophene mit 14fach verstCrkter
Aktivierung der LC/A-Spaltung.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Thnlich wie Dr. Jekyll und Mr. Hyde die menschliche
Zwiespaltigkeit repr#sentieren, tragen die Botulinum-
Neutotoxine zwei scheinbar unvereinbare Merkmale in sich.
Einerseits gibt es zahlreiche therapeutische und kosmetische
Anwendungen, andererseits sind es potenziell gef#hrliche
Substanzen f4r Zwecke wie biologische Kriegsf4hrung und
Bioterrorismus. Letztlich haben beide Wirkungsweisen ihren
Ursprung in der F#higkeit der Botulinum-Toxine, neuro-
muskul#re Funktionen durch Inhibierung der Acetylcholin-
aussch4ttung in den synaptischen Spalt zu unterbinden, was in
fortgeschrittenen Stadien der Vergiftung zum Tod durch
Herzstillstand oder Ateml#hmung f4hrt.

J4ngste Ereignisse wie der 11. September 2001 haben zu
einer deutlich verbesserten Finanzierung der Bioterroris-
musforschung seitens staatlicher Beh rden gef4hrt, was
letztlich viele Erkenntnisse zu m glichen Pr#ventionsmaß-
nahmen gegen Bioanschl#ge mit BoNT eingebracht hat.
Fortschritte bei der Aufkl#rung von Struktur-Funktions-Be-
ziehungen und dem biochemischen Mechanismus hatten ein
ausgereifteres Impfstoffdesign zur Folge und leiteten eine
neue Tra in der Entwicklung niedermolekularer BoNT-
Inhibitoren ein. Allerdings ist die therapeutische Anwendung
aller beschriebenen Substanzen mit einigen Problemen ver-
bunden, z.B. begrenzten Aktivit#tszeitfenstern, schlechten
Zellg#ngigkeiten und kurzen Serumhalbwertszeiten. Die
Herausforderung f4r die Zukunft besteht klar in der Opti-
mierung dieser Antagonisten – dies erfordert vor allem ver-
mehrte Forschungsanstrengungen bei der Validierung von
Modellsystemen (zellbasierte Systeme,[126] Bioassays), die
eine verl#ssliche Vorhersage der Wirksamkeit in vivo er-
m glichen. Insbesondere braucht es ein Modell, das der in-
trazellul#ren Umgebung der LC/A-Metalloprotease nach
ihrer endosomalen Translokation pr#zise nachempfunden ist.
Von besonderem Interesse sind außerdem niedermolekulare
Liganden mit neuartigen Inhibierungsmechanismen als Al-
ternative zu den kompetitiven Inhibitoren der LC-Dom#ne.
Techniken der kombinatorischen Chemie, z.B. Hochdurch-
satz-Screenings, k nnten beispiellose Entdeckungen im mo-
lekularen Mechanismus von BoNT-Intoxikationen erm gli-
chen und leistungsf#hige Werkzeuge f4r die Auffindung von
Leitstrukturen zur Entwicklung der n#chsten Generation von
Botulismus-Therapeutika bereitstellen.

Wir danken Naomi Sleder f�r ihre Hilfe bei der Erstellung von
Abbildung 1. Dem Skaggs Institute for Chemical Biology und
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